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La presunta elaborazione dell’enzima elasto- 
litico da parte del tessuto pancreatico — cellule 
alfa secondo taluni AA. (1, 2, 3), pancreas 
esocrino secondo altri (4, 5) — i noti rapporti 
tra pancreas endocrino ed esocrino e funzio- 
nalita cortico-surrenalica (6, 7, 8, 9) ed infine 
Pattivita dei cortisonici sulla morfologia e sul 
metabolismo dei connettivi in genere e del 
tessuto elastico in particolare, hanno costi- 
tuito Je sostanziali premesse a queste nostre 
ticerche. Esse inoltre si inseriscono in un 
complesso di indagini sperimentali, in corso 
di esecuzione da parte di Bonati con la nostra 
collaborazione, intese a studiare comparati- 
vamente e da un punto di vista morfologico 
ed istochimico-funzionale eventuali differenze 
negli effetti esercitati dal cortisone, prednisone, 
prednisolone dexametasone sull’apparato 
digerente e ghiandole annesse del ratto. 


RICERCHE PERSONALI 


Esse sono state condotte su complessivi 36 
tatti, di ceppo Italico, di sesso femminile, del- 
Teta di 10 mesi e di peso variante da 200 a 
275 g (*), suddivisi in 6 gruppi di 6 animali 


_ , *) Gli animali provengono dai Laboratori Lepetit nei quali 
si € provveduto al loro trattamento. 


ciascuno. I trattamenti dei singoli gruppi sono 
indicati nella tabella. Gli animali di controllo 
sono stati iniettati con solo solvente (alcool al 
10% in soluzione fisiologica; 0,5 cc/100 g di 
peso per via sottocutanea); gli altri animali 
hanno ricevuto le dosi indicate di steroidi 
sciolte nello stesso volume di solvente e per 
la stessa via. 

Durante il trattamento, protrattosi in ogni 
caso per 18 giorni, i vari animali sono stati 
alimentati con dieta equilibrata ed abbeverati 
ad libitum. 

Quanto alla scelta delle dosi dei vari steroidi, 
essa & stata fatta con riferimento ai dosaggi 
usati in patologia umana. 

Gli animali sono stati uccisi per decapita- 
zione. Sul pancreas tosto prelevato si é pro- 
ceduto alla valutazione colorimetrica della 
attivita elastolitica secondo la metodica di 
Sachar, modificata da noi stessi in collabora- 
zione con Rancati (10). 

Nell’annessa tabella sono riferiti, per cia- 
scun gruppo di animali, i valori medi relativi 
al peso iniziale, a quello registrato alla fine 
del trattamento, all’entita dell’attivita clasto- 
litica pancreatica tradotta in milligrammi per 
grammo di tessuto fresco. 
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RISULTATI 


I risultati sono stati elaborati statisticamente 
e ci consentono le constatazioni seguenti: 


a) il comportamento dell’attivita elastoli- 
tica pancreatica ha variato a seconda dello 
steroide somministrato e per lo stesso steroide 
a seconda delle dosi impiegate; 


b) il cortisone ed il prednisone, a dosi 
moderate, hanno indotto un abbassamento 
dell’attivita elastolitica pancreatica modesto, 
ma pur sempre significativo; prednisone e 
prednisolone, a dosi elevate, hanno causato 
invece un effetto opposto, registrandosi dopo 
la loro somministrazione un’elevazione della 
stessa attivita enzimatica che supera del 100% 
i livelli riscontrati nei controlli. Analogo per 
intensita e segno l’effetto del dexametasone, 
nonostante i bassissimi dosaggi concretabili 
in un rapporto di 1 a 30 rispetto a quelli adot- 
tati per il prednisolone. 

Si segnala in via collaterale che il tratta- 
mento con i vari cortisonici in esame non ha 
determinato significative variazioni del peso 
degli animali, eccezion fatta per un discreto 
calo ponderale registrato dopo sommini- 
strazione di dexametasone. 


CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE 


Dalle presenti ricerche emergono alcuni dati 
di indubbio significato: 


1) prednisone ¢ prednisolone, a dosi ripe- 
tute di 3 mg/kg, es pea un evidente effetto 
di incremento sull’attivita elastolitica 
creatica; 


2) tale effetto non é specifico degli steroid 
in esame, bensi dei loro elevati dosaggi, giac- 
ché ripercussioni di segno opposto si verificano 
con limpiego di dosi moderate. Possiamo 
segnalare, a questo proposito, come in ricerche 
condotte da Bonati, Bergamini e Coll. (11) 
analoga dissociazione di effetti biologici in 
rapporto alle dosi si sia registrata nell’ambito 
di talune attivita enzimatiche renali, in ani- 
mali sottoposti allo stesso trattamento ormo- 
nale; 


3) Teffetto biologico del dexametasone, 
nei riguardi dell’elastasi pancreatica, risulta 30 


volte superiore a quello degli altri steroidi in 
esame. 


Quanto a considerazioni di ordine patoge- 
neticO non ci sentiamo per ora di avanzare 
ipotesi attendibili: ¢ probabile che esse ci 
saranno consentite dopo I’attuazione di 
cerche in corso, atte ad accostare i dati riferiti 
in questa nota, con il comportamento dei 
citotipi insulari, con gli aspetti morfologico- 
funzionali del pancreas esocrino ¢ con i quadri 
istologici delle ipofisi e dei surreni di questi 
stessi. animali. 


TABELLA — Effetto del trattamento con cortisonici sull’attivita clastasica del pancreas di ratti. 


Dose Peso corporeo medio 
Steroide (mg/Kg/die x (m 
18 giorni) , iniziale finale sis P 
(*) 

— — 6 233 247 10,41 + 0,86 
2,5 6 233 236 5,42 +°0,77 
0,5 6 232 240 6,83 + 0,77 
3,0 6 233 226 22,22 + 0,65 
3,0 6 233 221 18,51 
ae 0,1 6 234 198 19,55 + 0,65 


(*) Medie + deviazione standard. 
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RIASSUNTO 


Prednisone, prednisolone a dosi elevate (3 mg/kg) 
e dexametasone a dosi 30 volte inferiori, inducono 
un nettissimo aumento dell’attivita clastolitica del 
pancreas di ratto. 


RESUME 


Influence de différents cortisoniques sur T activité élastasique 
du pancréas chez le rat. 


L’administration de prednisone et prednisolone a 
doses élevées (3 mg/kg) et de dexaméthasone a 
doses 30 fois inférieures exercent une augmentation 
trés nette de l’activité élastolytique du pancréas de 
Tat. 


SUMMARY 


Influence of various corticoids on the elastase activity 
of the pancreas in the rat. 

Prednisone and prednisolone administered in 
high doses (3 mg/kg) and dexamethasone admini- 
stered in 30 times lower doses induce a marked in- 
crease in the elastolytic activity of the pancreas in 
the rat. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Einwirkung verschiedener Cortisonkérper auf die cla- 
stasische Aktivitat des Pankreas bei der Ratte. 


Prednison, Prednisolon in hohen Dosen (3 mg/kg) 


und Dexamethason in 3o0fach geringeren Dosen, 
bewirken bei der Ratte cine stark ausgesprochene 
Vermehrung der elastasischen Aktivitat des Pankreas. 


RESUMEN 


Influencia de varios cortisénicos sobre la actividad elasta- 
sica pancredtica en la rata. 


Prednisona, prednisoloria en dosis elevadas (3 mg/kg) 
y dexametasona en dosis 30 veces inferiores, originan 
un aumento muy marcado de la actividad elastolitica 
del pancreas de rata. 
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ISTITUTO DI FISIOLOGIA UMANA DELL’UNIVERSITA DI FERRARA 
(Direttore: Prof. E. Boeri) 


LABORATORIO DELLA DIREZIONE MEDICA CENTRALE DELLA LEPETIT S.p.A. - MILANO 
(Direttore: Prof. F. M. Chiancone) 


Influenza dell’acido orotico sul sistema enzimatico 
attivante gli aminoacidi 


A. VESCIA - L. MAINARDI 


Dopo la scoperta di Hoagland (1) di un 
sistema enzimatico presente nel fegato, capace 
di attivare gli aminoacidi (aa) secondo questa 
reazione generale: 


aa + ATP = aa — AMP + PP 


si svolge nella frazione solubile della cellula 
€ poi una seconda fase che consiste fondamen- 
nell’incorporazione dell’aminoacido 
attivato e nella formazione della proteina che, 
invece, si svolge nella frazione particolata della 
cellula (in special modo microsomi). 


dove ATP = adenosintrifosfato, AMP = 
= adenosinmonofosfato e PP = pirofosfato, 
sono state fatte numerose ricerche con l’intento 
di chiarire il meccanismo di detta reazione e 
di studiare l’insieme delle reazioni enzimatiche 
successive portanti alla incorporazione degli 
aa nelle proteine e alla sintesi proteica vera ¢ 
propria. 


E 


Un punto di notevole interesse riguarda la 


natura dell’enzima attivante che da inizio alle 
reazioni suddette; questo enzima, comune- 


mente chiamato “‘enzima pH secondo alcuni 
Autori é specifico per ogni singoloaminoacido; 
esisterebbero cioé tanti enzimi quanti sono 
gli aminoacidi naturali. 

Inoltre, secondo Lipman (3) l’enzima pH 5, 
per lo meno quello che attiva il triptofano, ¢ 


1 
aa + ATP > aa AMP — E,°+ PP 


E, 


aa AMP — E, + sol. RNA = aa — sol. RNA + AMP + E, 


Es 


aa — sol. RNA + RNP = catena peptidica — RNP 


Ey 


catena peptidica — RNP + membrana lipoproteica = proteina biologicamente identificata 


Per Zamecnik e Coll. (2) le reazioni della 
sintesi_ proteica si svolgerebbero secondo lo 
schema sopra riportato, dove E = enzima, 
sol. RNA = acido ribonucleico solubile ¢ 
RNP = acido ribonucleico particolato. 

Secondo questo schema, quindi, nel com- 
plesso processo della sintesi proteica, si avrebbe 
prima una fase che consiste essenzialmente 
nell’attivazione degli aminoacidi, la quale 


strettamente legato ad un nucleotide, la cui 
funzione sembra essere quella di trasportare 
l’aminoacido attivato sulle proteine dei micro- 
somi dove esso entrerebbe a formare il legame 
peptidico. 

Secondo Berg e Coll. (4) invece, l’enzima 
attivante ha anche la capacita di trasferire 
l’'aminoacido attivato all’acido ribonucleico 
particolato, ossia l’enzima attivante e il nucleo- 
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tide solubile ad esso strettamente legato co- 
stituiscono un’unita funzionante. 

Da quanto brevemente esposto appare 
chiaro che, sia sul processo di attivazione sia 
su quello dell’incorporazione degli amino- 
acidi nelle proteine, hanno una grande impor- 
tanza gli acidi nucleici ed i derivati nucleoti- 
dici. 

Ci é sembrato pertanto interessante vedere 
se l’acido orotico potesse avere un’influenza 
sul meccanismo di attivazione degli amino- 
acidi, dato che é ormai ben dimostrato (5) che 
questa sostanza ¢ un precursore delle basi 
pirimidiniche e come tale entra a far parte 
del metabolismo dei nucleotidi e degli acidi 
nucleici. 

Abbiamo effettuato due tipi di esperimenti: 


1) aggiunta di acido orotico (5 y.mole, in 
alcune prove, 10 wmole in altre) ad un si- 
stema contenente l’enzima grezzo (omoge- 
nato di fegato) o ad uno con enzima purificato; 

2) somministrazione di acido orotico a 
ratti per un determinato periodo di tempo 
e valutazione dell’attivita enzimatica utiliz- 
zando il fegato di questi animali per la pre- 
parazione dell’enzima grezzo (omogenato) o 
dell’enzima_purificato. 


TECNICA E RISULTATI 


Le prove sono state eseguite con, due pre- 
parazioni diverse di enzima, e cioé con una 
preparazione grezza (omogenato) e con una 


preparazione parzialmente purificata (enzim 
pH 5). 

La preparazione dell’omogenato era eseguita 
secondo Hoagland (1) e quella dell’enzima 
pH 5 secondo Hoagland e Coll. (9). 

La determinazione della concentrazione 
proteica era fatta sia turbidimetricamente con 
acido tricloroacetico (9) sia con il microme- 
todo di Kjeldhal. 

Le prove di attivita enzimatica erano ese- 
guite nel seguente modo: 20 umole del sale 
sodico di ATP ~ 100 umole di puffer Tris 
pH 7,6 — 10 umole di MgCl, + 2,4 umole 
di idrossilamina 22 umole di miscela di 
aminoacidi (2 wmole per ogni singolo ami- 
noacido) omogenato (o enzima pH 5) 
e H,O fino ad un volume finale di 2,2 ml. 
Nelle prove di controllo la miscela di amino- 
acidi, sostituita con H,O, era costituita da: 
arginina, valina, fenilalanina, isoleucina, leu- 
cina, triptofano, lisina, alanina, istidina, glicina 
e serina prodotti dalla -Roche. 

Le miscele di incubazione si ponevano a 
38° C per 60 minuti; terminato il periodo di 
incubazione si prelevava 1 ml della miscela 
e vi si aggiungevano 3 ml della soluzione di 
FeCl, per la determinazione quantitativa del- 
l’acido idrossamico formato. Si centrifugava 
e si leggeva subito il colore sviluppato in uno 
spettrofotometro Beckman alla lunghezza 
d’onda di 540 my. 

Il calcolo delle micromole di acido idrossa- 
mico formato era condotto sulla base del 


Tasetta I - Attivazione di una miscela di aminoacidi con fegato di ratti. Azione dell’acido orotico in micromole 
di acido idrossamico formato. 


Prove con aggiunta 
Preparazione Prove di controllo acido orotico_ 
enzimatica (senza acido orotico) 
umole § umole 10 
valori da 0.16 a 0.26 
(omogenato) (*) media 0.20 0.27 0.21 
Purificata (**) ......... valori da 2.6 a 3.2 
media 3.02 5.7 3.80 | 


(*) 0,3 cc. (**) I valori si riferiscono alla concentrazione proteica di mg 10/ml; in effetti nei vari saggi effettuati questa era compresa 


tra mg 5,8 ¢ mg II,4 per cc. 
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Tapetta Il — Attivazione di una miscela di aminoacidi con fegato di ratti alimentati con dieta basale, con 
galattosio e con galattosio + acido orotico. Micromole di acido idrossamico formato. 


presa 


Preparazione 

enzimatica 

| A) normale 

— — —— — 
da 0.53 a 0.72 
(omogenato) media 0.64 
Purificata (**) (***) ........... da 2.6 a 3.6 

media 3.1 


(*) Concentrazione prot. mg 20 x cc. (**) Concentrazione prot. mg § 


C) con galattosio + acido 


B) con galattosio pane 


da 0.47 a 0.56 da 0.§2 a 0.7 | 
media 0.52 media 0.62 | 
da a2.3 da 2.6 a 3.4 
media 2.2 media 3.05 | 


x cc. (***) In due esperimenti si é aggiunto acido orotico 


direttamente nella beuta d’incubazione dell’enzima di fegato di ratti trattati con la dieta ricca in galattosio: anche in questo caso 


lacido orotico ha chiaramente esaltato la reazione di attivazione. 


N.B. Con la preparazione enzimatica grezza e con quella purificata, le differenze fra i gruppi AC e BC sono risultate signi- 
ficative al calcolo statistico rispettivamente per un p di 0,05 e per un p di 0,001. 


valore di densita ottica wmolare di 6,4 (10). 
Lidrossilamina era preparata secondo Beinert 
(10); la soluzione di FeCl, era costituita da: 
FeCl, 10%, acido tricloroacetico 5% e¢ 
HCl 2/3 N. 

Per le prove in 1) sono stati adoperati fegati 
di ratti giovani maschi e femmine a dicta 
normale, del peso medio di 80 g e di ceppo 
Sprangue-Dowley; le prove per gruppo sono 
state compiute come descritto sopra. Nella 
tabella I sono riportati i risultati degli espe- 
rimenti eseguiti sia con omogenato sia con 
enzima pH 5. 

Per le esperienze in 2) abbiamo studiato 
leffetto dell’acido orotico sull’attivazione en- 
zimatica degli aminoacidi nel fegato di ratti 
trattati con dieta ricca in galattosio e con dieta 
ricca in galattosio e¢ aggiunta di acido orotico, 
comparativamente a ratti mantenuti a dicta 
normale: su ratti alimentati con una dicta 
ticca in galattosio Schwarz e Coll. (6) trovano, 
per aggiunta di orotato di K, una modifica- 
zione verso il normale della sintesi di com- 
posti fosforati ad alto livello energetico, del 
rapporto P/O e una riduzione delle altera- 
tioni istologiche del fegato, del rene del 
cristallino. E stato anche dimostrato che ratti 
tenuti a dieta ricca in galattosio presentano 
un accrescimento ponderale inferiore rispetto 
a quello di animali a dieta normale (7). 


Per i rapporti fra acido orotico ed alimenta- 
zione rimandiamo al recente lavoro di Chian- 
cone e Coll. (8). 

Sono stati impiegati ratti albini maschi 
femmine appena svezzati di ceppo Sprangue- 
Dowley divisi in tre gruppi di 8 ratti ciascuno 
€ posti rispettivamente alle seguenti diete: 


Gruppo A (dieta normale). 


Caseina lavata 18, amido riso 68, olio man- 
dorle 10, miscela salina (Osborne-Mendel) 4, 
miscela di fattori vitaminici (in mg/kg dieta): 
aneurina 2, lattoflavina 4, piridossina 6, 
nicotinamide 60, Ca pantotenato 10, PABA 
600, biotina 0,1, acido folico 0,2, By, 0,02, 
inosite 300, colina 600, menadione 0,2, 
calciferolo 500 U.I1.; l’axeroftolo, a 350 ULL, 
veniva somministrato una volta la settimana. 


Gruppo B. 

Come in A, ad eccezione della quota glicidica 

costituita da: amido riso 33, galattosio 35. 

Gruppo C. 

Come in B + orotato di K mg 1240/kg dicta. 
Dopo 25 giorni di dieta i ratti venivano 

sacrificati per decapitazione ed i fegati subito 

prelevati per le prove di attivita enzimatica, 

4 per ogni gruppo. 
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Per il gruppo di esperimenti effettuati 
(tabelle I e If) sia con la preparazione grezza 
(omogenato di fegato) sia con quella puri- 
ficata, abbiamo registrato valori di attivita 
enzimatica quasi sempre pit alti nelle prove 
con acido orotico. Questo risultato é stato 
pit’ chiaro e costante quando abbiamo 
sperimentato con le preparazioni di enzima 
purificato; in queste condizioni e per le dosi 
di acido orotico da noi saggiate vi sarebbe 
anche una risposta differente nel senso che 
alle dosi pit alte corrispondono valori maggiori 
di attivita enzimatica. 

Cid si verifica sia nel confronto dei valori 
medi, come risulta dalla tabella I, sia in quello 
condotto sui valori ottenuti per ogni singolo 
esperimento, che per brevita non riportiamo. 


CONCLUSIONI 


I dati sperimentali riportati mostrano che 
l’acido orotico esalta la velocita della reazione 
enzimatica di attivazione degli aminoacidi, 
studiata seguendo la formazione di idrossa- 
mato in presenza di idrossilamina. 

Le possibili ipotesi interpretative degli 
effetti riscontrati sul meccanismo d’azione 
dell’acido orotico non trovano valido appoggio 
sui dati di letteratura fino ad oggi disponibili. 

Se per le prove condotte aggiungendo 
l’'acido orotico all’omogenato grezzo o puri- 
ficato di fegato si deve supporre un effetto 
diretto ed immediato sul sistema enzimatico 
di attivazione degli aminoacidi, per le prove 
su animali alimentati con dieta di galattosio ¢ 
aggiunta di acido orotico si pud supporre 
che in condizioni capaci di provocare un’alte- 
rata utilizzazione di questo composto vi sia 
una conseguente alterata formazione ed uti- 
lizzazione delle basi pirimidiniche che certo 
intervengono nella reazione di attivazione degli 
aminoacidi, come anche nella incorporazione 
di questi nelle proteine. L’aggiunta di acido 
orotico alla dieta di ratti nelle suddette condi- 
zioni di alimentazione, probabilmente, tende 
a riportare in equilibrio l’alterata formazione 
o utilizzazione di basi pirimidiniche e quindi 
anche tutte le reazioni enzimatiche alle quali 
esse direttamente o indirettamente partecipano. 
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RIASSUNTO 


E stato studiato l’effetto dell’acido orotico sulla 
attivazione degli aminoacidi in sistemi grezzi ¢ par- 
zialmente purificati di fegato di ratto. Si é osservato 
che questa sostanza ta l’attivazione enzimatica 
degli aminoacidi. Inoltre ratti alimentati con una 
dieta ricca in galattosio mostrano una ridotta atti- 
vazione degli aminoacidi; con aggiunta di acido 
orotico a questa dieta l’attivita enzimatica é risultata 
corrispondente a quella di ratti tenuti ad una dicta 
normale ed equilibrata. 


RESUME 


Influence de l’acide orotique sur le syst?me enzymatique 
activant les amino-acides. 


Les auteurs ont étudié l’effet de l’acide orotique 
sur l’activation des amino-acides dans des expériences 
exécutées avec des homogénats de foie de rat ou 
avec enzyme purifiée (pH 5). Ils ont observé que 
cette substance exalte l’activation enzymatique des 
amino-acides. En outre, des rats maintenus 4 un 
régime riche en galactose montrent une activation 
réduite des amino-acides; en ajoutant de l’acide 
orotique a ce régime I’activité enzymatique corres- 
pond a celle de rats maintenus 4 un régime normal 
et équilibré. 


SUMMARY 


Influence of orotic acid on the amino acid-activating 
enzyme system. 


The effect of orotic acid on the activation of amino 
acids was studied in raw and partially purified rat 
liver systems. It was found that this compound 
increases the enzymatic activation of amino acids. 
Furthermore, rats feed with a galactose-enriched diet 
show a reduced activation of amino acids; with the 
addition of orotic acid to such a diet, the enzymatic 
activity shows values corresponding to those of 
rats kept on a normal and balanced diet. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Finwirkung der Orotsdure auf das die Aminosduren akti- 
vierende enzymatische System. 


Die Auswirkung der Orotsaure auf die Aktivierung 
der Aminoséuren wurde in rohen und teilweise 
gereinigten Rattenlebersystemen studiert. Man beo- 
bachtete, dass dieser Stoff die enzymatische Aktiva- 
tion der Aminosauren verstirkt. Ausserdem, Ratten, 
die mit einer an Galaktose angereicherten Diat er- 
nahrt wurden, zeigen eine verminderte Aktivierung 
der Aminosaéuren; mit dem Zusatz von Orotsiure 
zu der genannten Diat, wurde die enzymatische 
Aktivitit gleichwertig mit derjenigen von Ratten, 


welche 
Diat ge 


Influenc 
activa 


Se hz 
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welche mit einer normalen und ausgeglichenen 
Diat gefiittert worden waren. 


RESUMEN 


Influencia del dcido orédtico sobre el sistema enzimdatico 
activante los aminodcidos. 


Se ha estudiado el efecto del acido ordético sobre 
la activacién de los aminodcidos en experimentos 
llevados a cabo con homogeneizados de higado de 
rata o con enzima purificada (pH $). Se ha observado 
que esta sustancia exalta la activacién enzimatica de 
los aminoacidos. Ademas, las ratas sumetidas a dieta 
tica en galactosa muestran una reducida activacién 
de los aminoacidos; afiadiendo Acido orético a esta 
dieta la actividad enzimatica ha resultado igual a la 
de las ratas mantenidas a dieta normal y equilibrada. 
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LABORATORIO DE LA DIRECCION MEDICA CENTRAL DE LEPETIT S. p. A - MILAN 
(Director: Prof. F. M. Chiancone) 


Metabolismo triptéfano —>» dcido nicotinico en 


determinadas situaciones hormonales. 
Investigaciones sobre la rata hipofisectomizada 


F. M. CHIANCONE - E. 


Desde hace algunos aiios venimos estudiando 
en nuestro Laboratorio el metabolismo del 
triptétano en determinadas situaciones hormo- 
nales. Dentro de este plan de estudios hemos 
efectuado tres series de investigaciones acerca 
de las relaciones entre la hipéfisis y el metabo- 
lismo de dicho aminoacido. 

Los resultados de nuestros primeros experi- 
mentos relativos al cuadro cromatografico de 
los metabolitos del triptéfano en la orina de 
ratas hipofisectomizadas, adrenalectomizadas 
ul ovariectomizadas, fueron comunicados al 
Il Congreso Internacional de Bioquimica 
(Paris, 1952) (1). 

Posteriormente, efectuamos determinaciones 
cuantitativas de la quinurenina, el Acido xantu- 
rénico, la N,-metilnicotinamida y el Acido 
nicotinico hallados en la orina de la rata 
después de la hipofisectomia o adrenalactomia 
y bajo carga de triptéfano (2). 

Podemos comunicar ahora los resultados 
definitivos de un estudio mas amplio realizado 
sobre 70 ratas hipofisectomizadas, en las cuales 
hemos investigado la climinacién de quinu- 
renina, Acido quinurénico, Acido antranilico, 
icido xanturénico y N,-metilnicotinamida en 
la orina de 24 horas, recogida después de tres 
cargas de triptéfano administradas a los 3, 


Comunicacién hecha al XXI Congreso Internacional de 


Ciencias Fisiolégicas, Buenos Aires, 9-15 de agosto de 1959. 


GINOULHIAC - L. T. 


TENCONI 


15 y 28 dias, respectivamente, de la hipofi- 
sectomia. 


Se utilizaron ratas machos Wistar de 4 meses, con un peso 
que oscilaba entre 220-250 g, alimentados « ad libitum » con dieta 
completa y equilibrada. El triptéfano fué suspendido en NaHCO; 
al 1% (100 mg’cm}) y administrado por via oral, a una dosis de 400 
mg/kg de peso. En la orina de las 24 horas siguientes a la admini- 
stracion del aminoacido, se dosaron los metabolitos segun los méto- 
dos que a continuacion se exponen: quinurenina, con la reaccion a 
la p-dimetilaminobenzaldehido y sucesiva extraccion con butanol, 
segun Ginoulhiac (10); acido quinurénico, mediante lectura en 
el U.V., despues de separacién sobre columna cromatografica 
de resina Dowex, segan Brown y Price (11); Acido antranilico, 
con la reaccion de Bratton y Marshall, siguiendo el calculo ya 
indicado en un trabajo nuestro anterior (12); Acido xanturénico, 
con la reaccién al sulfato ferroso, segun Musajo y Coppini (13); 
N,-metilnicotinamida, mediante el 
Huff y Perlzweig (14). 

Composicion de la dieta: caseina lavada, 18; almidon $8; saca- 
rosa 10; aceite de oliva, 10; mezcla salina de Osborne-Mendel, 4; 
vitamina D, so U.I. 

Ademias, por cada kg de dieta: aneurina, 2 mg; lactoflavina, 4 mg; 
pantotenato de calcio, 10 mg; nicotinamida, 60 mg; p-amino- 
benzoato de sodio, 200 mg; biotina, 10 g; vitamina B,>, 20 g; 
acido félico, 200 g; inositol, 300 mg; colina, 600 mg; vitamina k, 
200 g; piridoxina, 6 mg. 

Vitamina A, 350 U.I. y a-tocoferol, 6 mg por cabeza, una vez 
por semana. 


metodo fluorimétrico de 


Los resultados de nuestras determinaciones 
aparecen resumidos en la Tabla N. 1. Ellos 
demuestran que después de una carga oral de 
L-triptéfano se observa en la rata hipofisecto- 
mizada una franca disminucién de la quinure- 
nina, el Acido quinurénico y el acido antrani- 
lico eliminados por la orina. La eliminacién 
de N,-metilnicotinamida permanece mvaria- 
ble, en tanto que los valores correspondientes 
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Tasta 1 — Efecto de la hipofisectomia sobre el metabolismo del triptéfano en la rata. 


4 
| animales 


Dias desde 
| la intervencién 


4,06 + 1,12 15,30 + 3,03 0,99 +0,29 3,92 + 0,42 0,36 + 0,05 
4,60 +0,71 15,90 + 1,27 2,11 0,75 4,62 + 0,36 0,45 + 0,09 
1,26 + 0,46 (**)| 11,60 + 0,80 0,69 +0,15(*) | 4,5040,44 0,32 + 0,12 
1,51 + 0,20(**)| 0,98 + 0,07(**)| 0,11 +0,06(**)| 5,06 +0,50 0,45 + 0,06 
1,02 +0,13(**)| 1,57 + 0,24(**)] 0,10 +0,10(**)| 8,49 + 0,81(**)| 0,34 + 0,02 


Excrecion urinaria, % del triptéfano administrado (T.medio + error standard) 


(‘) Hipofisectomia fingida. 


animales con testigos normales. 


(*) p < 0,01; 


(**) p < 


0,001. La significacién p ha sido calculada con respecto a los valores de los 


TABLA 2 — Variaciones respecto a los controles de los metabolitos urinarios del triptéfano luego 


de hipofisectomia en la rata (por Chiancone y col.) 


| Acido Acido acido N;-metil- 
Quinurenina quinurénico antranilico xanturénico nicotinamida 
| 
Dias desde la hipofisectomia 
| 
15 26 15 26 | 15 26 15 26 15 26 
I | <|-=- > | 
« | > | 
I | < < < > > = = = 
\ 


I - Acta Vitamin., 1951, 5, 246; II - Arch. Biochem. biophys., 1955, 54, 15; III - Comunicacién al XXI Congreso Intern. de Ciencias 
Fisiolégicas, Buenos Aires, 9-15 de agosto de 1959. 


Tasta 3 - Confrontacién del efecto de la hipofisectomia o de la carencia de piridoxina 
o de la suprarrenalectomia sobre la eiiminacién urinaria de los metabolitos del triptéfano. 


(Variaciones respecto a los controles: por Chiancone y col.) 


hipofisectomia .. 


carencia piridoxi- 


suprarrenalectomia 


+ aumentado; — disminuido; 
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quinurenina 


quinurénico 


acido acido 


antranilico 


Acido 


xanturénico 


N,-metil- 
-nicotinamida 


Anotaciones 


invariade. 


= Comunicacién al XXI Congreso } 
Internacional de Ciencias Fisiolé- | 
gicas, Buenos Aires, 9-1 
agosto de 1959. 


Acta Vitamin., 


1951, 5, 


5 de | 


246. | 


ws ' Arch. Biochem. biophys., 195, | 
54, 15. 
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al 4cido xanturénico aparecen francamente 
aumentados en las orinas recogidas 4 semanas 
después de la hipofisectomia. 

Tenemos asi, ante todo, la demostracién de 
que existe una clara influencia de las glandulas 
endocrinas sobre el metabolismo del tripté- 
fano, como se desprendia también de _ las 
expericncias de Porter y col. (3), quienes 
estudiaron los efectos de la adrenalectomia y 
de la administraci6n de DOCA y de cortisona 
sobre la eliminacién de quinurenina, Acido 
quinurénico y 4cido xanturénico. Otras inve- 
stigaciones posteriores confirmaron directa- 
mente (4, 5, 6), o indirectamente (7, 8, 9), que 
dicho metabolismo se ve influido por la acti- 
vidad de las glandulas endocrinas. 

Por lo que se refiere en particular a los efectos 
de la hipofisectomia, los resultados que ahora 
comunicamos concuerdan con los valores 
obtenidos en nuestra anterior investigacién 
para los metabolitos estudiados entonces. 

No estamos de acuerdo con Kotake y col. 
(l. c.), por cuanto nunca hemos hallado di- 
sminucién del Acido xanturénico en la orina 
de la rata hipofisectomizada; por el contrario, 
en las determinaciones efectuadas al cabo de 
los 26-28 dias siguientes a la hipofisectomia, 
se observa siempre un aumento de la elimi- 
nacién de este Acido, como dijimos ya ante- 
tiormente (Tabla N. 2). 

Este aumento de la xanturenuria tras la 
carga de tripté6fano no guarda relacién alguna 
con la pe suprarrenal que sigue a la hipo- 
fisectomia. En efecto, el cuadro de los meta- 
bolitos del triptéfano hallados en la orina de 
la rata adrenalectomizada coincide con el 
del animal hipofisectomizado, a excepcidn, 
en lo que a los metabolitos estudiados por 
nosotros se refiere, de la eliminacién del Acido 
xanturénico; en el animal suprarrenoprivo, 
ésta disminuye (Chiancone y col., 2) o per- 
manece inalterada (Porter y col., 3), mientras 
que aumenta en el animal _hipofisectomi- 
zado. 

Los datos que aparecen en la Tabla N. 3 
permiten establecer esta comparacién y 
extenderla al cuadro metabélico de la rata 
piridoxinopriva. También se observa aqui 
un aumento de la xanturenuria, pero en este 


caso va acompaiiada por un aumento de 
la climinacién de quinurenina, que, en 
cambio, aparece disminuida en la_hipo- 
fisectomia. 

Puede decirse, por tanto, que después de 
una carga del aminodcido, en la rata hipo- 
fisectomizada se reducen las transformaciones 
del triptéfano via quinurenina, con la sola 
excepcién del Acido xanturénico, mientras 
que en la carencia piridoxinica se observa un 
aumento de la formacién de quinurenina y sus 
metabolitos via 3-OH-quinurenina — Acido 
xanturénico. 

Estas dos alteraciones metabélicas observa- 
das en la rata hipofisectomizada y en la rata 
piridoxinopriva no son comparables, aun 
cuando ambas tienen un rasgo en comin: el 
aumento de la xanturenuria. Algunos de 
nuestros experimentos efectuados en 1955 

arecian, por otra parte, confirmar este aserto: 
fi administracién de piridoxina, que reduce la 
xanturenuria en la totalidad de las condiciones 
experimentales y clinicas en que parece au- 
mentada, no modificaria apreciablemente la 
de los animales hipofisectomizados. 

Si esta Ultima observacién fuera confirmada, 
habria que replantear el problema de la espe- 
cifidad de la xanturenuria provocada por la 
carga de triptéfano como expresién bioqui- 
mica de carencia piridoxinica (15). 

El interés por ampliar y profundizar en el 
estudio de las relaciones entre las glandulas 
endocrinas y el metabolismo del triptéfano 
no se limita a esta problema. En efecto, han 
sido ya demostradas alteraciones de dicho 
metabolismo en casos de hemopatias, enfer- 
medades dismetabélicas, neoplasias, etc.; pro- 
bablemente se encontraran alteraciones del 
mismo metabolismo en sujectos sometidos a 
intervenciones de cirugia endocrina. No 
podemos tampoco excluir la posibilidad de 
encontrar en el futuro alguna solucién que 
nos permita corregir en la patologia humana 
las alteraciones metabélicas que actualmente 
estudia la fisiopatologia experimental. 


RESUMEN 


Hemos estudiado las variaciones de la linea meta- 
bélica triptéfano — acido nicotinico en tres grupos de 
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ratas después de 3, 15 y 28 dias de la hipofisectomia; 
hemos efectuado determinaciones cuantitativas en orina, 
recogida 24 horas después de una administracién unica 
oral de 00 mg/kg de I-triptéfano, de los siguientes 
metabolitos del triptofano: quinurenina, Acido antrani- 
lico, acido quinurénico, acido xanturénico, Ny-metil- 
nicotinamida. Para comparar, la misma investigacién 
ha sido efectuada también en grupos de ratas some- 
tidas a operaciones aparentes equivalentes. En la 
orina de las ratas hipofisectomizadas hemos hallado 
una disminucién de quinurenina, Acido antranilico 
y acido quinurénico; aumento del acido xanturénico; 
y ninguna variacion de los cuerpos nicotinicos. Este 
cuadro metabdlico, comparado con el de la orina 
de ratas piridoxino carentes, presenta variaciones en 
el mismo sentido sdlo para los acidos quinolincar- 
bonicos, mientras que los otros metabolitos se com- 
portan de distinta manera; comparado con el de la 
orina de ratas adrenalectomizadas, sdlo difiere en la 
eliminacién del acido xanturénico, que aumenta 
linicamente en las ratas hipofisectomizadas. Se puede 
entonces deducir que la hipofisectomia provoca por 
si misma variaciones determinadas de la linea meta- 
bolica tript6fano — acido nicotinico; se influye asi, por 
obra de la hipofisectomia, sobre algunas actividades 
enzimaticas relacionadas con las distintas etapas del 
metabolismo del aminoicido. 


RIASSUNTO 


Metabolismo triptojano — acido nicotinico in particolari 
situazioni ormonali. Ricerche sul ratto ipofisectomizzato. 


Abbiamo studiato le variazioni della linea me- 
tabolica triptofano — acido nicotinico in tre gruppi di 
ratti dopo 3, 15 e 28 giorni dalla ipofisectomia; 
abbiamo effettuato determinazioni quantitative, nelle 
urine raccolte 24 ore dopo un carico unico orale 
di mg 500/kg di I-triptofano, dei seguenti meta- 
boliti del triptofano: chinurenina, acido antrani- 
lico, acido chinurenico, acido xanturenico, Ny-me- 
tilnicotinamide. Per confronto la stessa ricerca é stata 
effettuata in gruppi corrispondenti di ratti con finta 
operazione. Nelle urine dei ratti ipofisectomizzati ab- 
biamo riscontrato una diminuzione di chinurenina, 
acido antranilico e acido chinurenico; l'acido xanture- 
nico € aumentato; 1 corpi nicotinici risultano invariati. 
Questo quadro metabolico, confrontato con quello 
delle urine di ratti piridoxino-carenti, presenta va- 
riazioni nello stesso senso solo per gli acidi chino- 
lincarbonici, mentre gli altri metaboliti si comportano 
diversamente; confrontato ‘con quello delle urine di 
ratti adrenalectomizzati, ne differisce per la elimina- 
zione dell’acido xanturenico, che ¢ aumentata solo 
nei ratti ipofisectomizzati. Si pud quindi ritenere che 
Vipofisectomia determina di per sé particolari varia- 
zioni della linea metabolica triptofano — acido nico- 
tinico; vengono probabilmente influenzate, per 
effetto della ipofisectomia, alcune attivita enzima- 
tiche interessate nelle varie tappe del metabolismo 
dell’aminoacido. 
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RESUME 


Métabolisme tryptophane + acide nicotinique dans des 
situations hormonales particuliéres. Recherches sur |e 
rat hypophysectomisé. 


Les auteurs ont étudié les variations de la ligne 
métabolique tryptophane — acide nicotinique sur 
trois groupes de rats, aprés 3, 1§ ct 28 jours de ’hypo- 
physectomie. Dans les urines recucillies 24 heures 
aprés une administration unique par voie orale de 
mg 5$00/kg de l|-tryptophane, ils ont effectué les 
déterminations quantitatives des suivants métabolites 
du tryptophane: cynurénine, acide anthranilique, acide 
cynurénique, acide xanthurénique, Ny-méthyl-nicoti- 
namide. Dans le but d’une comparaison, on a effectué 
la méme recherche sur des groupes analogues de rats 
soumis a de fausses interventions. Dans les urines de 
rats hypophysectomisés, ils ont constaté un décalage 
de cynurénine, d’acide anthranilique et d’acide cynu- 
rénique; l’acide xanthurénique est augmenté; les 
les corps nicotiniques ne résultent pas variés. Ce 
tableau métabolique, comparé a celui des urines des 
rats carencés en pyridoxine, n’offre des variations 
équivalentes que pour les acides quinoléine-carboni- 
ques, tandis que les autres métabolites se comportent 
d’une maniére différente; ce méme tableau, comparé 
a celui des urines des rats adrénalectomisés, en différe 
dans l’élimination de l’acide xanthurénique, élimination 
qui est augmentée seulement chez les rats hypophy- 
sectomisés. On a donc lieu de croire que ’hypophy- 
sectomie est en elle-méme la cause de variations 
particuliéres de la ligne métabolique tryptophane > 
—» acide nicotinique. Certaines activités enzymatiques 
intéressées dans les différentes étapes du métabolisme 
de l’amino-acide sont probablement influencées par 
effet de l’hypophysectomie. 


SUMMARY 


Tryptophan — nicotinic acid metabolism in some hormonal 
conditions. Investigations on hypophysectomised rat. 


The variations in the metabolic line tryptophan > 
+ nicotinic acid were studied in three groups of rats 3, 
15 and 28 days after hypophysectomy. Quantitative 
determination of the tryptophan meta- 
bolites: kynurenine, anthranilic acid, kynurenic acid, 
xanturenic acid, Ny-methylnicotinamide, were carried 
out in the urine collected 24 hours after oral admini- 
stration of |-tryptophan mg so00/kg. The same 
investigation was pertormed on control groups of 
rats having undergone a dummy operation. A de- 
crease in kynurenine, anthranilic acid and kynurenic 
acid content was seen in the urine of hypophysecto- 
mized rats, while kynurenic acid was oad to be 
increased and nicotinic substances were unaffected. 
Such a metabolic pattern, when compared with the 
pattern which is found in the urine of pyridoxin- 
deficient rats, shows similar variations only for 
quinoline-carbonic acids, while the other metabolites 
behave differently; when compared with the pattern 
found in the urine of adrenalectomized rats, a diffe- 
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rence is found in the output of xanturenic acid, which 
js increased only in hypophysectomized rats. It may 
be concluded that hypophysectomy induces by 
itself specific alterations of the metabolic line trypto- 
phan —- nicotinic acid, presumably through its in- 
fuence on some enzymatic activities interested in 
the various steps of the metabolism of that amino 
acid. 


ZUSAMMENFASSUNG 

Tryptophan Nicotinséure-Haushalt unter besonderen 
hormonellen Verhaltnissen. Untersuchungen der 
hypophysektomisierten Ratte. 


Wir haben die Veranderungen der metabolischen 
Linie Tryptophan — Nicotinsaiure bei drei Gruppen 
von Ratten, 3, 15 und 28 Tage nach der Hypophy- 
sektomie studiert; wir haben in den nach einer 
einzigen Dosis von 500 mg/kg miindlich verabreichten 
Tryptophan und nach 24 Stunden gesammelten 
Harnen, quantitative Bestimmungen folgender Abbau- 
produkte des Tryptophans durchgefiihrt: Kynurenin, 
Anthranilsiure, Kynurensiure, Xanthurensadure, N4- 
-methylnicotinamid. Als Vergleichsversuch, wurden 
die gleichen Untersuchungen auch in entsprechenden 
Gruppen von scheinbar-operierten Ratten durch- 
gefiihrt. In den Harnen der hypophysektomisierten 
Ratten fanden wir eineVerminderung fiir K ynurenin, 
Anthranilsiure und Kynurensiure; die Xanthuren- 
siure ist erhét; die Nicotinkérper bleiben unverin- 
dert. Dieses metabolische Bild, verglichen mit 
demjenigen der Harne von pyridoxinmagelnden 
Ratten weist gleichgerichtete Abanderungen nur 
fiir die Chinolinkohlensiuren vor, wiahrend die 
restlichen Abbauprodukte sich anders verhalten; 
verglichen mit demjenigen der Harne von nebennie- 


renektomisierten Ratten unterscheidet es sich in 
der Ausscheidung der Xanthurensiure, die nur bei 
hypophysektomisierten Ratten eine ErhGhung erfahrt. 
Man kann also fiir richtig erhalten, dass die Hypo- 
physektomie an sich bestimmte Abianderungen der 
metabolischen Linie Tryptophan — Nicotinsdure 
verursacht; durch die Wirkung der Hypophysekto- 
mie werden wahrscheinlich einige enzymatische 
Aktivititen becinflusst, die bei den verschiedenen 
Stufen des Metabolismus dieser Aminosiure mitbe- 
teiligt sind. 


BIBLIOGRAFIA 


(1) CHTANCONE F. M., GINOULHIAC E., MAINARDIL. 
e Tencont L. T. - Acta Vitamin., 1953, 7, 12. -— (2) 
CHIANCONE F. M., GInouLHIAc E., MAINARDI L. e 
TENCONI L. T. - Arch. Biochem., 1955, 54, 15. — (2) 
Porter C. C., STOERCK C. e SILBER R. H. - J. biol. 
Chem., 1951, 193, 193. — (4) Koraxe Y., Inaba T., 
MATSUMARA Y., INOUYE K. e TAKAMORI F. - Proc. 
Japan Acad., 1955, 31, 587. (5) Grnoutntac E., 
Tenconi L. T. e VANbeELII I. - Acta Vitamin., 1955, 
9, 193. — (6) Brown C. F. e Bere C. P. - J. biol. 
Chem., 1956, 221, 1082. — (7) THomson J. F. ¢ Mi- 
KUTA E. T. - Proc. Soc. exp. Biol. (N. Y.), 1954, 
85, 29. — (8) Knox W. E. e¢ Auernacu V. H. - j. 
biol. Chem., 1955, 214, 307. — (9) TeNcont L. T. - 
Boll. Soc. ital. Biol. sper., 1956, 32, 1057. — (10) GI- 
NOULHIAC E. - Experientia (Basel), 1951, 7, 390. - 
(11) Brown R. R. e Price J. M. - J. biol. Chem., 
1956, 219, 985. — (12) peer oe E. e Tencont L. T.- 
Acta Vitamin., 1951, §, 240. -- (12) Musajo L. e Cor- 
PINI D. - Experientia (Basel), 1951, 7, 20. - (14) Hure 
J. W. ¢ Pertzweic W. A. - }. biol. Chem., 1947, 
167, 157. -- (1s) CHIANCONE F. M., GrnouLntac F. 
e TeNcONI L. T. - Acta Vitamin., 1954, 8, 209. 


| 
| 
207 


L: 


nostl 
diarr 
scita 
che | 
rati 

meni 
Linu 
di 
viola 
cons 
(sem 
un f 
(com 
goe, 
midi 
in v 


(I, 3 
A 


cam] 
punt 
tico 


un ¢ 
di u 
velo 
(4); 
tata 
orot 
tra j 
men: 


le at 


ISTITUTO BOTANICO DELL’UNIVERSITA DI PAVIA 


(Direttore: Prof. R. Ciferri) 


LABORATORIO DELLA DIREZIONE MEDICA CENTRALE DELLA LEPETIT S. p. A. - MILANO 
(Direttore: Prof. F. M. Chiancone) 


L’acido orotico e la sua attivita su lieviti asporigeni 
e su espianti «in vitro» di Helianthus tuberosus 


F. BERTOSSI - L. MAINARDI 


Lacido orotico é gia stato oggetto da parte 
nostra (1) di una serie di ricerche intese a stu- 
diarne il quadro di attivita come fattore di cre- 
scita per i vegetali. Abbiamo potuto dimostrare 
che questo composto, per apporto esogeno, ¢ 
praticamente inattivo sulla crescita di vege- 
tali autotrofi allevati in condizioni normali 
mentre stimola lo sviluppo di radici isolate di 
Linum usitatissimum, di un mutante aclorico 
di Chlorella pyrenoidosa e del Tricophyton 
violaeeum: Yacido orotico non é perd da 
considerarsi un fattore di crescita necessario 
(empre per apporto esogeno) ¢ nemmeno 
un fattore che possa sostituire la vitamina B, 
(come sembrava dalle ricerche di Tori- 
goe, 2), nemmeno nella sola frazione piri- 
midinica, benché la sua azione sulle radici 
in vitro venga potenziata dalla piridossina 
(1, 3). 

A noi ¢ sembrato opportuno allargare il 
campo di ricerca, prendendo in esame due 
punti delle possibili attivita dell’acido oro- 
fico c1oe: 


1) studio parallelo della influenza su di 
un ceppo di una rhodotorula pigmentata e 
di un suo mutante albino dotati di diversa 
velocita di crescita: Rhodotorula rubra var. longa 
(4); molti AA. infatti (vedi la bibliografia ci- 
tata in 1) dimostrarono l’efficacia dell’acido 
orotico sulla crescita di vari batteri ¢ lieviti, 
tra i quali anche lieviti asporigeni non pig- 
mentati ; 


2) studio di un eventuale sinergismo con 
le auxine sulla moltiplicazione cellulare come 


avviene abbastanza comunemente per vari 
fattori di crescita, ad esempio l’acido gib- 
berellico (5). A questo scopo ci é sembrato che 
la tecnica pitt opportuna fosse quella dei tes- 
suti artificialmente coltivati in vitro, per 
mezzo della quale é possibile dimostrare se 
una sostanza agisce, principalmente, accele- 
rando o ritardando la moltiplicazione cellu- 
lare (vedi ad esempio Bertossi, 6). Per queste 
prove ci siamo serviti di espianti di tuberi 
Helianthus tuberosus. 


1) ESPERIENZE CON RHODOTORULA RUBRA var. 
LONGA 


Venne utilizzato il ceppo n. 434 (*) di Rho- 
dotorula rubra var. longa le cui caratteristiche 
di pigmentazione erano gia state studiate 
(Bertossi e Coll., 4) insieme con la variabilita 
del contenuto in pigmenti polienici. 

Il mutante albino fu quello stesso studiato 
dagli AA. precedentemente citati, contenente 
una quantita di carotene (stimata in 257 
per 100 g di peso secco), non riscontrabile ma- 
croscopicamente ma solo con I’osservazione 
allo spettrofotometro dell’estratto in etere 
di petrolio. 

I ceppi vennero coltivati su di un terreno 
base cosi composto: peptone secco Costan- 
tino 20 g (non risultano elementi sul conte- 
nuto in acido orotico), saccarosio 25 g, ac- 
qua distillata 1000 cc. Le colture vennero ese- 


(*) Numero della Micoteca del Laboratorio Crittogamico 
Italiano, Pavia. 
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TABELLA I — Peso secco di colture di Rhodotorula rubra 
var. longa, incubate per trenta giorni in presenza di 
varie concentrazioni di acido orotico. 


Ceppo pigmentato Ceppo albino | 


Concentrazioni peso secco in g peso seccoing | 

| fe (media di 10 colture) (media di 10 colture) | 

O (testim.) 0,174 0,141 | 

M. 0,178 0,156 | 

| M. 10-5 0,177 0,157 | 

| M. Io°¢ 0,189 0,162 | 
| M. 10°3 0,178 0,161 


N.B.: Le differenze riscontrate tra le varie concentrazioni ¢ il 
testimonio non sono significative, nemmeno a livello del 5 %. 


guite in matracci da 300 cc, ognuno con $0 cc 
di terreno sia puro sia addizionato con acido 
orotico (sotto forma di sale di K) alle concen- 
trazioni di M. 10-8; M. 10-4; M. 10-5; M. 10-8, 
utilizzando, sia per il ceppo pigmentato che per 
il ceppo albino, 10 matracci per concentra- 
zione e 10 per il testimonio. 

I lieviti vennero incubati, su agitatore li- 
neare, in camera termostatica alla tempera- 
tura di 22° C e a luce attenuata; ci si preoc- 
cupd soprattutto che le condizioni fossero uni- 
formi per tutte le colture. 

Dopo trenta giorni, il lievito venne raccolto 
mediante centrifugazione, ripetutamente la- 
vato con acqua distillata e pesato secco a peso 
costante. I risultati sono riassunti nella ta- 
bella I. 

Per quanto potesse apparire poco probabile 
un rapporto tra acido orotico e pigmenta- 
zione polienica, e¢ per quanto le colture sot- 
toposte alla varie concentrazioni di acido oro- 
tico non si differenziassero visualmente dai 
testimoni, ne abbiamo controllato i pigmenti 
carotinoidei limitatamente alla quantita pre- 
sente di torularodina, di torulina e di % e 
~-carotene, trascurando i polieni incolori. 

Le colture vennero eseguite come in prece- 
denza (si utilizzarono perd solamente le con- 
centrazioni di M. 10-8 e M. 10-4 di acido oro- 
tico) e incubate per 45 giorni nelle medesime 
condizioni. I lieviti, liberati accuratamente dal 
terreno di coltura con centrifugazioni e¢ ri- 
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petuti lavaggi, vennero preventivamente try. 
tati a caldo e per brevissimo tempo con H() 
1,2 N. I pigmenti furono in seguito estrat 
con l’acetone passati in etere di petrolio 
la loro separazione e il loro dosaggio vennen 
eseguiti secondo quanto consigliato da Ny 
kayama e Coll. (7) (v. anche Bertossi, 4). 

I risultati, relativi ai pigmenti del ce 
colorato, sono riportati nella tabella II. 

Le variazioni di carotinoidi riscontrate t 
i tre tipi di coltura rientrano largamente nek 
oscillazioni _normali per questo ceppo, gi 
riscontrate da Bertossi e Coll. (4); non sit 
tenne necessario, sulla base di questi risultat, 
eseguire la determinazione dei contenuto in 
4-carotene del ceppo albino. 


2) ESPERIENZE CON ESPIANT: 
HELIANTHUS TUBEROSUS 


«IN VITRO» Dj 


Allo scopo di verificare l’esistenza di un’s- 
tivita dell’acido orotico sulla moltiplicazion 
cellulare, si ¢ utilizzata la tecnica della coltun 
in vitro dei prismi di parenchima di tuberi d 
Helianthus tuberosus che, come é noto, non 
sono dotati, se coltivati in vitro, di prolifen- 
zione spontanea ¢ nei quali é assai facile rik- 
vare un aumento del numero delle cellule (6. 

Fu utilizzato un terreno nutritizio min. 
rale (composizione in mg per litro di acqu 
distillata: KNO; = 600; CaCl, = 50; KCl = 
= 400; MgSO, 7H,O = 500; KH,PQ, = 

- 100) glucosato al 3% ed agarizzato. Venn 
utilizzato 0 puro (testimonio) o con aggiunt 


TaBeLta II — Contenuto di carotinoidi di colture d 
Rhodotorula rubra var. longa allevate su acido orotic 
(mg/100 g peso secco). 


Acido orotico 
Carotinoidi 


M. Io 3 M. 10 
torularodina .. 6,9 6,3 6,7 
? torulina....... 1,7 | 1,5 1,5 
P-carotene .... 1,6 1,3 1,4 
y-carotene .... 0,8 0,8 0,7 
11,0 | 9,9 10,3 
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di acido orotico (sale di K) a concentrazioni 
yariabili tra 10-4 e 10-7, addizionate o meno 
di acido %-indolacetico alla concentrazione 
di 0,5.10-7; le colture furono 14 per concen- 
trazione. 

Gli espianti di Topinambour vennero se- 
minati con la tecnica normale e conservati 

r 60 giorni in camera termostatica ed alla 
a per 12 ore al giorno. I risultati relativi al 

so secco medio per coltura sono riassunti 
nella tabella IIL. 


TABELLA III — Peso medio fresco in mg di espianti di 
tuberi di Helianthus tuberosus coltivati per 60 gg. 
in vitro in presenza di acido orotico (media di 14 


replicazioni). 
Cone. in ac Cone. in ac. — —_ a, 

orotico {--indolacetico | (*) 

mg mg 
© (testim.) ° 254 410 161 
° M. 0,§5-10 7 236 1650 699 
M. 10-7 ° 242 384 158 
M. 10-6 ° 259 423 163 
M. 1075 fe) 247 410 165 
M. 10° 4 ° 238 380 159 
M. 10°7 M. 0,§5-10°7 261 1690 647 
M. 10 6 M. 0,5-10°7 245 1707 696 
| M. 10°S M. 0,§-10°7 253 1650 652 
M. Io M. 0,§-10°7 255 1530 600 


__ (*) Calcolato rapportando il peso finale delle colture al peso 
iniziale posto eguale a 100. 


DISCUSSIONE DEI RISULTATI E CONCLUSIONI 


L’acido orotico non ha esercitato alcun cf- 
fetto sulla crescita, valutata come peso secco 
di colture di Rhodotorula rubra var. longa, ¢ 
sia per il ceppo pigmentato che per quello 
albino. 

In queste esperienze non sono risultate inol- 
tre interferenze tra acido orotico e¢ sintesi dei 
carotinoidi. 

Per quanto riguarda la moltiplicazione cel- 
lulare degli espianti di Helianthus tuberosus, 
anche in questo caso, i risultati coincidono con 


quanto gia da noi riscontrato (1) relativamente 
a piante autotrofe: il 4-carbossiuracile, per 
apporto esogeno ¢ nelle condizioni di esperienze 
scelte, non agisce sulla moltiplicazione cellulare 
nemmeno in presenza di auxina: cid ¢ dimo- 
strato sia dall’accrescimento in peso del tutto 
simile a quello degli espianti su terreno privo 
di acide orotico, sia dalle sezioni a aie 
dove é ben facile conteggiare sia le dimensioni 
delle cellule sia il numero d’assise di cellule 
neoformate. 


RIASSUNTO 


Da una serie di ricerche rivolte ad estendere lo studio 
degli effetti dell’acido orotico sui vegetali é risultato 
che questa sostanza non influenza la crescita di colture 
di Rhodotorula rubra var. longa, ceppo pigmentato ed 
albino, la concentrazione in carotinoidi del ceppo 
colorato ¢ la moltiplicazione cellulare di espianti in 
vitro di Helianthus tuberosus. Questi risultati confer- 
mano le conclusioni espresse dagli stessi Autori in 
un precedente lavoro: l’acido orotico, capace di de- 
terminare un aumento di crescita in vegetali eterotrofi 
o resi tali, ¢ praticamente inattivo per apporto esogeno 
sui vegetali autotrofi ed in condizioni normali. 


RESUME 


L’ acide orotique et son activité sur des levures asporigénes 
et sur des explantats in vitro de Helianthus tuberosus. 


D’aprés une série de recherches consacrées 4 l’amplia- 
tion de l’étude des effets de l’acide orotique sur les 
végétaux, il résulte que cette substance n’a aucune 
influence sur la croissance de cultures de Rhodotorula 
rubra var. longa, souche pigmentée et albine ni sur la 
concentration en caroténoides de la souche colorée et 
la multiplication cellulaire des explantats in vitro de 
Helianthus tuberosus. Ces résultats confirment les 
conclusions exprimées par les auteurs mémes dans 
un travail précédent: lTacide orotique qui peut 
déterminer une augmentation de croissance sur les 
végétaux hétérotrophes, ou ainsi rendus, est prati- 
quement inactif, comme apport exogéne, sur les 
végétaux autotrophes et en conditions normales. 


SUMMARY 


Orotic acid and its activity upon asporigenous yeasts and 
in vitro cultures of Heliantus tuberosus. 


Some investigations carried out in order to extend 
the study of the effects of orotic acid on vegetals are 
reported. It has been shown that this compound does 
not affect either the growth of Rhodotorula rubra var. 
longa, pigmented and albino strains, or the carote- 
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noid concentration of the coloured strain or the 
cell multiplication of in vitro cultures of Heliantus 
tuberosus. These results are in agreement with the 
conclusions expressed by the same AA. in a previous 
paper: while orotic acid can increase the growth of 
heterotrophic vegetals, even in case of induced he- 
terotrophism, it is practically inactive, when given 
from exogenous sources, on autotrophic vegetals 
in normal conditions. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Orotsdure und ihre Wirkung auf nicht-sporogene Hefe, 
sowie auf in vitro -Explantate von Helianthus tuberosus. 


Aus einer Reihe von Untersuchungen, die darauf- 
hinzielten, das Studium der Einwirkung der Orotsaure 
auf Vegetalien auszudehnen, hat sich herausgestellt, 
dass dieser Stoff das Wachstum von Kulturen der 
Rhodotorula rubra var. longa — pigmentierter— und 
Albino-Stamm-, die Konzentration in Carotinoide 
des farbigen Stammes, sowie die Zellvermehrung von 
in vitro-Explantaten aus Helianthus tuberosus nicht 
beeinflusst. Diese Resultate bestatigen die von den 
Autoren selbst in einer vorangegangenen Arbeit 
gezogenen Schlussfolgerungen: die Orotsaure, wel- 
che unstande ist, bei eterotrophen oder eterotroph- 
gemachten Vegetalien eine Wachstumszunahme her- 
beizufiihren, ist dagegen, da exogen geliefert, bei 
autotrophen und unter normalen Bedingungen 
stehenden Vegetalien praktisch unwirksam. 
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RESUMEN 


El dcido orédtico y su actividad sobre las levaduras aspor. 
genas y sobre explantaciones in vitro de Helianthy 
tuberosus. 

De una serie de investigaciones con miras a amplia 
el estudio de los efectos del acido ordédtico sobre lo 
vegetales ha resultado que esta substancia no tiene 
influencia sobre el crecimiento de cultivos de Rho 
dotorula rubra var. longa, cepa pigmentada y albin, 
la concentracién en carotenoides de la cepa colorad: 
y la multiplicacion celular de explantaciones in vitro de 
Helianthus tuberosus. Estos resultados confirman 3 
conclusiones dadas a conocer por los mismos autores 
en un trabajo anterior: el acido ordtico, capaz de 
determinar un aumento en el crecimiento de vege- 
tales heterotrdficos, o vueltos tales, es practicamente 
inactivo en cuanto a aportaciédn exdgena, sobre 
vegetales autotréficos y en condiciones normales 
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Attivita transaminasiche del fegato e gliconeogenesi 
da steroidi glicoattivi 


V. FERRARI - L. 


In un precedente lavoro (1) abbiamo sotto- 
lineato l’interesse di uno studio delle attivita 
transaminasiche del fegato in rapporto alla 
gliconcogenesi indotta da steroidi glicoattivi 
ed abbiamo riferito i dati ottenuti in condi- 
tioni di vero e proprio test di glicoattivita 
(test di deposizione del glicogeno epatico), su 
ratti integri surrenectomiuzzati, usando come 
stimolo il A,-cortisone (prednisone). 

Successivamente il problema dei rapporti 
fra attivita transaminasiche epatiche gli- 
coneogenesi é stato oggetto di importanti 
contributi da parte di altri AA. (2, 3, 4, 5); 
noi stessi abbiamo continuato ad occuparci 
dell’argomento sperimentando in condizioni 
diverse da quelle del nostro primo lavoro 
per durata dello stimolo glicoattivo, dieta, 
ecc. (6) o utilizzando come stimolo neogli- 
cogenetico un nuovo steroide, il dexameta- 
sone (7). A proposito di queste ultime ricerche 
col dexametasone, riportiamo la tabella rias- 
suntiva dei risultati ottenuti (tabella I) come 
esempio delle modificazioni delle attivita 
transaminasiche studiate a seguito di uno 
stimolo fortemente glicoattivo, somministrato 
per breve tempo nel ratto integro o surrenecto- 
mizzato ed in condizioni di digiuno dopo 
alimentazione iperproteica. Agli effetti di una 
documentazione dei rapporti tra glicoattivita 
¢ attivita transaminasiche, la tabella contiene 
anche i dati relativi al glicogeno epatico. 

Riteniamo opportuno, anche in conside- 
razione della diversita dei risultati ottenuti 
nelle differenti condizioni sperimentali, esa- 
minare tutti i dati a noi noti sull’argomento 


T. TENCONI 


ai fini di una valutazione d’insieme ¢ per 
alcune considerazioni di ordine generale. 

I risultati delle ricerche di cui siamo a cono- 
scenza, circa gli effetti della somministrazione 
di steroidi glicoattivi sulle attivita transami- 
nasiche glutamico-piruvica (GPT) e gluta- 
mico-ossalacetica (GOT) del fegato nel ratto, 
sono stati da noi riassunti nella tabella II. 

Esaminiamo questi risultati distintamente nel 
ratto integro ed in quello surrenectomizzato, 
in ciascuno dei casi per una somministrazione 
breve o per una prolungata e paragonando i 
dati ottenuti dai diversi ricercatori. 


Ratto integro. 


La somministrazione breve di steroidiJ{(8 h), 
eseguita in condizioni di vero e proprio test 
di glicoattivita (dopo 24h di digiuno, previa 
alimentazione iperproteica) e in dosi tali da 
dare una pressoché massima deposizione di 
glicogeno epatico, ha determinato un modesto 
ma significativo aumento della GPT sia nella 
nostra esperienza con prednisone (1) che in 
quella con dexametasone (7); la GOT ¢ 
risultata. aumentata significativamente solo 
in quest ultima esperienza, seppure in musura 
minore della GPT (grafico 1). 

Rosen e Coll., nella discussione del loro 
ultimo lavoro (3), accennano di avere otte- 
nuto aumenti netti della GPT epatica solo 
dopo 12 © pit ore di trattamento con glico- 
corticosteroidi, mentre per periodi di sommini- 
strazione pid brevi gli effetti erano variabili: 
quest’ultimo reperto si accorda in linea di 
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massima con la nostra esperienza nel senso che 
gli aumenti da noi osservati con trattamento di 
8h sono stati caratterizzati da una notevole 
variabilita e sono stati mediamente di entita 
modesta. 
La somministrazione prolungata di cortiso- 
nici determina, in generale, effetti molto 
it evidenti a carico della GPT epatica che 
della GOT. Si pud dire infatti che la GOT, 
per tutti gli steroidi, le dosi ¢ i periodi di trat- 
tamento finora studiati, ha presentato nell’in- 
sieme solo la tendenza ad un lieve aumento 
che tutt’al pit raggiunge appena la signifi- 
cativita statistica. 

Gli aumenti della GPT epatica a seguito di 
somministrazione di cortisonici nel ratto 
integro appaiono in rapporto con la durata 
del trattamento, con le dosi e probabilmente 
con altre variabili come il ceppo e l’eta degli 
animali, la dieta, il metodo di determinazione, 
il tipo di steroide, ecc. Con uguali dosi gior- 
naliere dello stesso steroide l’incremento della 
GPT aumenta, entro certi limiti, col prolun- 
garsi della somministrazione: cosi, per dosi di 
idrocortisone di 2,5 mg/die, Rosen e Coll. (2) 
hanno registrato dopo 2 giorni un aumento 
della GPT del 56%, che diventava del 414°% 
dopo 7 giorni e del 312% dopo 14 giorni. 


TABELLA I — Effetto del dexametasone 


Il massimo dell’aumento appare quindi rag. 
giunto in 7* giornata di trattamento; |’entiti 
di tale aumento massimo, nella successiya 
ricerca di Rosen e Coll. (3), & apparsa anche 
maggiore. Gavosto e Coll., che ottengono un 
aumento del 32%, con 0,6 mg /die di cortisone per 
3 giorni (4), registrano un aumento del 137% 
con lo stesso trattamento per 20 giorni (5). 

Anche prescindendo da questi dati di Ga- 
vosto e Coll., ottenuti con dosi di steroidi 
inferiori a quelle di Rosen e Coll., Venti 
degli aumenti osservati da altri ricercatori non 
si accorda con quella registrata da questi AA.: 
Tenconi, con dosi di prednisone dell’ ordine 
dei 2,5 mg/die usati da Rosen e Coll., ottiene 
in 22 giorni aumenti di GPT del 50% (6); 
Beaton e Coll. (8), con una dose di cortisone 
superiore a quella usata da Rosen e Coll. (7,5 
mg/die rispetto a 5,0 mg/die), ottengono in 7 
giorni un aumento del 108%, dieci volte in- 
teriore quindi all’aumento del 1078 % osser- 
vato da Rosen e Coll. (3); Brin e McKee (13), 
con dosi di cortisone di 4-8 mg/die per 4 
giorni, non trovano aumento alcuno della 
GPT epatica. La ragione di queste divergenze 
per ora non é chiara ed é probabilmente da 
ricercare nelle variabili delle condizioni spe- 
rimentali sopra ricordate. 


sulle attivita transaminasiche e sul glicogeno nel fegato di ratto 


integro o surrenectomizzato. (Valori medi + E. S.) 


Ratti Trattamento 
(8) solvente 


In parentesi il numero degli animali. 


Significativita della differenza rispetto al gruppo trattato con solo solvente: * p < 


Attivita transaminasica 
Glicogeno epatico uMol glutam./mg N/h 


GOT GPT 


0,13 + §2,9 + 1,78 


4517 0,41 *** 62,3 4 2,61 * 39.4 + 2,33 


0,05 + 0,01 56,1 + 1,84 16,9 + 1,27 
3,59 + 0,12 *** 59:7 + 1,38 18,1 + 1,26 | 
0,02; ** p < 0,01; *** p < 0,001. 


Sono stati impiegati ratti Wistar del peso di 180-220 g. Dopo 4 giorni di alimentazione a dieta altamente proteica (12) ¢ suc- 


cessive 16h di digiuno, gli animali sono stati trattati sottocute con I cc di miscela alcool-acqua 10% o con I cc di soluzione 120 
/cc di dexametasone (11-idrossi-ga-fluoro-16a metilprednisone), sciolto nello stesso solvente, ad intervalli di 2 h per 4 volte; dopo 8h 
dalla prima somministrazione gli animali venivano sacrificati per decapitazione e sul fegato immediatamente prelevato venivano dosati 
glicogeno ed azoto e venivano saggiate le attivita transaminasiche secondo le tecniche in uso nel nostro Laboratorio (1). Gli animali 


surrenectomizzati sono stati impiegati in $* giornata dall’operazione ed hanno ricevuto, invece di acqua di fonte, soluzione clo- 
rosodica 1%. 
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TABELLA II 


li Tag- 


entita Variazioni attivitd 
Cessiva transaminasiche 
Trattamento del fegato Note 
anche (% sul valore Bibli 
no un del non trattato) 
yne | Dose * ; Peso 
Lan Steroide mg/die/ | Durata GPT GOT —— Ceppo corpo- Dieta 
I | - in gg 
capite | reo g 
ni (5). 
li Ga- 
eroidi 
entit) RATTO INTEGRO 
rl non 
AA.: cortisone ...... 0,6 im. 3 + 32 + 15 10: 6 Wistar 180/200 (4) 
yrdine 0,6 20 + 135 + 16 $s 3 Wistar 180/200 (s) 
ttiene 1,25-3 4-8 +17 10 :10 100/130 (11) 
A (6); 5 7 +1078 am Holtzman 75/150 | purina mouse Q) 
tisone 4-8 ep. 4 + I + 38 4:4 Wistar e 100/200 purina Chows (13) 
( Slonaker 
75 7 + 108 7:8 216 caseina 20% (8) 
24 «im. 3 + &2 + 67 10: Wistar 180,200 ) 
te in- 
OSSer- 
(13), idrocortisone... 2,5 2 + $6 + § $25 Holtzman 125150  purina mouse (2) 
per 4 2,5 7 + 414 + 9 $39 id. 125/150 id. 
della 2,5 7 + 723 = _ id. 75/150 id. (3) 
renze 2,5 14 + 312 + 25 $33 id. id. (2) 
te da 5 2 + 110 — 4 §:5 id. 125/150 id. 
Spe- 5 7 + 509 + 23 §:5§ id. 12§/1§0 id. 
5 14 + 341 + 17 §:§ id. 125/1§0 id. 
prednisone ..... 22 + §3 + 19 13:13 Wistar 190/210 caseina 18°, (5) 
ratto 2 Os 22 + §0 + 20 13:5 id. 190/210 id. 
2,5 7 + 953 Holtzman 75/150 | purina movuse (3) 
4 8h + 6 9:9 Wistar 140/160 condizione per test (1) 
| glucoattivita 
dexametasone.. | 0,48 8h + 36 + 18 7:9 Wistar 180/220 id. (7) 
RATTO SURRENECTOMIZZATO 
3 ak 
cortisone ...... 1,2§-2,50 48 + I§ 17 :10 100/130 (11) 
6 
PRS prednisone ..... 4 8h + 6 + 20 14:14 Wistar 140/160 condizione pertest (1) 
glucoattivita 
Suc 
a ih dexametasone .. | 0,48 8h > 3 + 6 8:8 Wistar 180/220 | id. (7) 
dosati | 
> clo- 


* Quando non é specificato, la somministrazione si intende sottocute; ** Numero animali controllo: numero arimali trattati. 
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Ratto surrenectomizzato. 


La somministrazione breve (per 8 h) di predni- 
sone o di dexametasone 2 salt surrenecto- 
mizzato, a digiuno da 24h e prealimentato 
con dieta iperproteica, non ha determinato, 
nelle nostre esperienze (1, 7), alcun signifi- 
cativo aumento della GPT epatica, mentre 
cospicua era la deposizione di glicogeno nel 
fegato indotta dal trattamento. La GOT é 
risultata aumentata in misura modesta, ma 
significativa, nell’esperienza con prednisone, 
non in quella con dexametasone, anche se 
in quest’ultima la deposizione di glicogeno 
era maggiore (grafico 2). 

In entrambe le esperienze la surrenectomia 
di per s¢ aveva determinato una significativa 
diminuzione della GPT epatica rispetto al 
livello dei ratti integri; nei ratti surrenectomiz- 
zati, quindi, la deposizione di glicogeno 
epatico, indotta dagli steroidi, non solo non 
si ¢ accompagnata ad un aumento della GPT 
nell’organo, che invece si aveva nei atti 
integri, ma é avvenuta in presenza di un 
livello di GPT inferiore al normale (grafico 3). 

La somministrazione prolungata (per 7 giorni) 
di idrocortisone (2,5 mg/die) a ratti surrenecto- 
mizzati alimentati con diete di diverso tenore 
proteico (dati non riportati nella tabella II), ha 
dato un aumento massimale di GPT per diete 
con 50 e 75% di proteine, un aumento netto 
ma inferiore al massimale per diete con 0 ¢ 
25% di proteine (3). Da notare che il pro- 
gressivo aumento del tenore proteico nella 
dieta comporta di per sé un _progressivo 
innalzamento della GPT epatica: tale innal- 
zamento, per diete col 50-75% di pro- 
teine, nei ratti surrenectomizzati é solo la 
meta- un terzo di quello che si ha nei ratti 
integri (3). 

Anche in queste esperienze di Rosen e Coll., 
della durata di 7 giorni come nelle nostre di 
8h, risulta quindi un modo di rispondere 
diverso della GPT epatica nel ratto surre- 
nectomizzato rispetto al normale. 


Qual’é il significato delle variazioni delle 
attivita transaminasiche epatiche in rapporto 
all’effetto fisiologico — gliconeogenesi — 
degli steroidi glicoattivi ? 
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Il problema é ampiamente discusso da Rosen 
e Coll. in un recentissimo lavoro (19509), te- 
nendo conto di studi riguardanti anche altre 
condizioni di esaltata gliconeogenesi, quali la 
dieta iperproteica, il digiuno protratto e il 
diabete. Il forte aumento dell’attivita GPT 
epatica in queste condizioni, essi concludono, 
« come pure la risposta della GPT all’idrocorti- 
sone, appoggiano I’interpretazione che detto 
enzima~ sia rate-limiting nella  gliconeoge- 
nesi » (3). 

Sulla base delle variazioni di GPT rilevate 


a intervalli di tempo diversi dall’inizio del | 


trattamento con idrocortisone, essi discutono 
anche i rapporti cronologici tra aumento di 
GPT epatica e gliconeogenesi, osservando che 
«ulteriori studi sono necessari per documentare 
qualsiasi correlazione tra variazioni di attiviti 
GPT e deposizione di glicogeno che si ha entro 
il periodo di 8 h del saggio biologico» (3). 

Nel nostro primo lavoro (1956) noi avevamo 
gia posto entrambi questi problemi, vale a 
dire: correlazione tra variazioni di attivita 
transaminasiche e deposizione di glicogeno 
nel fegato, eventuale interpretazione delle 
reazioni transaminasiche epatiche come limi- 
tanti nella gliconeogenesi. 

Noi abbiamo prescelto, fin dagli inizi, di 
sperimentare in condizione di vero e proprio 
test di glicoattivita (deposizione di glicogeno 
epatico nel ratto digiunante) siamo 
convinti che questa sia pit significativa, 
ai fini di dimostrare una correlazione tra 
fenomeni enzimatici (modificazioni di GPT 
e GOT) ed effetto fisiologico (deposizione di 
glicogeno dovuta soprattutto a gliconeoge- 
nesi), di quanto non lo sia una sommi- 
nistrazione cronica di steroidi. Rosen e Coll., 
sulla base dei valori di attivita GPT epa- 
tica riscontrabili in vitro, fanno notare che 
«aumenti molto piccoli dell’attivita GPT po- 
trebbero bastare a spiegare gli aumenti di 
glicogeno da 20 a 150 mg/1o g di fegato che 
si ossetvano nel saggio biologico dei glico- 
corticosteroidi». Pur essendo d’accordo su 
questo punto, che d’altra parte coinvolge ben 
note difficolta di ordine generale in studi di 
questo tipo, riteniamo che la deposizione di 
glicogeno, che si ha in 8 h di solo trattamento 
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ione di Grafico 3 - Variazioni percentuali della GPT e GOT epatiche indotte’ dalla somministrazione breve (8 h) di prednisone 
© di dexametasone e¢ dalla surrenectomia. 


a) effetto dello steroide sul ratto integro; b) effetto della surrenectomia; c) effetto della surrenectomia e dello steroide. 
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steroideo dopo 24 h di digiugno e preliminare 
dieta iperproteica, sia espressione di uno dei 
gradi massimi di accelerazione della glico- 
neogenesi sperimentalmente realizzabili, vero- 
similmente maggiore di quello ottenibile con 
trattamento cortisonico cronico di ratti ali- 
mentati ad libitum. 

Inoltre, se lo scopo della ricerca é quello di 
individuare un effetto biochimico primario 
dello steroide, dalla cui realizzazione dipende 
in qualche modo la risposta metabolica fisio- 
logica in studio, ¢ necessario evitare di scam- 
biare per primario un effetto che in realta é 
secondario alla risposta  metabolica stessa. 
Questo @ indubbiamente pit facile in esperi- 
menti acuti che cronici. Russell, per esempio, 
trattando del controllo ormonale del meta- 
bolismo degli aminoacidi, cosi si esprime: 
«.... 1 shall confine myself mainly to evidence 
obtainable within at most a day or two after 
experimental intervention; for characteristic 
effects of most of the hormones on nitrogen 
metabolism can be seen within this time, and 
hence later effects are quite as likely as not be 
secondary in nature. In the latter category 
must be included, for the present at least, 
most of the effects reported for excess or lack 
of some hormones on the content of various 
enzymes in the tissues. These effects have so 
far always been observed after at least several 
days of treatment; in many instances they have 
been obviously related to food intake or to 
altered metabolic rate; and in other they 
have been most readily interpreted as conse- 
quences, rather than causes, of changing 
rates of nitrogen metabolism » (9). 

Per le ragioni esposte riteniamo che i dati 
da noi ottenuti in condizioni sperimentali di 
vera e propria prova di glicoattivita rivestano 
un significato particolare. 


L’interpretazione delle variazioni delle at- 
tivita transaminasiche era stata da noi prospet- 
tata in questi termini: « un certo significato 
di reazioni limitanti nel processo studiato di 
gliconeogenesi da proteine endogene potrebbe 
essere assunto solo dalla reazione glutamico- 
-ossalacetica nel ratto surrenoprivo e dalla 
glutamico-piruvica nel ratto integro» (1). 
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Quest’ultima conclusione, relativa alla GPT 
nel ratto integro, si accorda con quella avan- 
zata ora da Rosen e Coll. ¢ trova conferma nei 
dati della nostra ultima esperienza eseguita 
con dexametasone (7). 

L’ipotesi di un ruolo limitante della GPT 
epatica nella gliconeogenesi di 8h del saggio 
biologico non vale invece, in base alle nostre 
esperienze, per il ratto surrenectomizzato. 
Infatti la deposizione di glicogeno nel fegato 
di ratti surrenoprivi non si ¢ accompagnata a 
significativi aumenti di attivita GPT epatica 
né nelle prove con prednisone (1), né in quelle 
con dexametasone (7), anche se in quest’ ultima 
la deposizione di glicogeno fu particolarmente 
cospicua (aumento da 5 a 359 mg/to g di 
fegato). Anzi, come gia ricordato, una cosi 
intensa gliconeogenesi in questi animali si é 
svolta nonostante l’abbassamento di attivitd 
GPT determinato dalla surrenectomia e non 
corretto dallo steroide. 

Si deve concludere che non in tutte le condi- 
zioni l’accelerazione della gliconeogenesi é 
necessariamente preceduta o accompagnata da 
aumenti di attivita GPT epatica e che in quella 
del ratto surrenoprivo digiunante trattato per 
8h con steroidi detta correlazione evidente- 
mente non si verifica. Di per sé il fatto che 
la risposta di un enzima alla somministrazione 
di un ormone sia modificata dallo stato endo- 
crino dell’animale non meraviglia, essendo 
noti diversi esempi in tal senso (10). Quello che 
interessa sottolineare é che lo stesso effetto 
fisiologico (deposizione di glicogeno epatico 
in 8h) nel ratto integro si sia accompagnato 
ad aumento di attivita GPT, ma nel ratto sur- 
renoprivo si sia realizzato con un’attivita GPT 
epatica pitt bassa del normale. 

Sembra quindi che un aumento di attivita 
GPT nel fegato non sia di per sé essenziale 
per la realizzazione dell’efletto fisiologico 
in parola. 


Per quanto riguarda la GOT, i nostri dati 
in condizioni «acute» fanno escludere che 
lattivita di questo enzima epatico vari signi- 
ficativamente nel ratto integro durante le prove 
di 8h di gliconeogenesi sia con prednisone 
che con dexametasone. La conclusione che se 
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ne pud trarre quindi concorda con quella 
dedotta da Rosen e Coll. sulla base di espe- 
rienze croniche, nel senso di ammettere che, 
in generale, la gliconeogenesi non si accom- 
pagna a significativi aumenti di attivita GOT 
nel fegato. 

Nel ratto surrenoprivo, nelle nostre condi- 
zioni d’esperienza, abbiamo osservato un 
modico ma significativo aumento della GOT 
epatica impiegando il prednisone (1), ma non 
impiegando il dexametasone (7), anche se in 
quest ultimo caso la deposizione di glicogeno 
nel fegato era pitt intensa. Se cid rappresenti 
un fatto casuale (il che ¢ improbabile dato il 
numero di ratti impiegato), oppure il risultato 
di una diversa sensibilita degli animali o di 
differenti proprieta intrinseche dei due steroidi, 
non é per il momento possibile precisare. 

In conclusione, i risultati delle esperienze 
«acute » e «croniche » di cui finora dispo- 
niamo nel ratto integro sono compatibili con 
linterpretazione di un ruolo limitante della 
GPT epatica nella gliconeogenesi da steroidi 
glicoattivi; tuttavia i dati in condizioni «acute» 
nel ratto surrenoprivo .indicano che un au- 
mento rilevabile in vitro di detta attivita 
enzimatica nel fegato non é di per sé es- 
senziale per la realizzazione di questo effetto 
metabolico. I risultati sull’attivita GOT, nella 
loro maggioranza non pongono il problema 
di un eventuale significato limitante nella 
gliconcogenesi. 


RIASSUNTO 


Sulla base dei dati di altri AA. e di esperienze 
personali, viene esaminato il problema del significato 
delle variazioni delle attivita transaminasiche del 
fegato durante la gliconeogenesi indotta con steroidi 
glicoattivi. In generale, gli aumenti pitt spiccati di 
attivita transaminasica sono stati registrati per la 
glutamico-piruvico-transaminasi (GPT) e con trat- 
tamenti prolungati di steroidi ad alte dosi. In espe- 
nmenti acuti, pid appropriati per la dimostrazione 
della glicoattivita, si hanno cospicue deposizioni di 
glicogeno nel fegato e solo modesti aumenti della 
GPT (ratti integri) o addirittura livelli subnormali di 
GPT (ratti surrenectomizzati). Ancor meno signi- 
ficativi, in queste condizioni, gli spostamenti della 
glutamico-ossalacetico-transaminasi (GOT). Si con- 
clude che aumenti della gliconeogenesi indotti dagli 
steroidi non sono necessariamente accompagnati da 
aumenti delle attivita transaminasiche nel fegato. 


RESUME 


Activités transaminasiques du foie et néoglycogéucse par 
stéroides glycoactifs. 


En se basant sur les informations d’autres auteurs 
et sur les expériences personnelles, on examine le 
probleme de * signification des variations des acti- 
vités transaminasiques du foie au cours de la néo- 
glycogénése provoquée par des stéroides glycoactifs. 
En général, les plus évidentes: augmentations d’acti- 
vité transaminasique ont été enregistrées par la tran- 
saminase glutamique-pyruvique (GPT) et avec traite- 
ments prolongés de stéroides 4 doses trés élevées. 
Dans les expérimentations aigués plus appropriées 
pour démontrer la glycoactivité, on a des accumula- 
tions remarquables de glycogéne dans le foie et 
seulement des augmentations modérées de la GPT 
(rats entiers) ou des niveaux de la GPT tout a fait 
sous-normaux (rats surrénalectomuisés). En ces con- 
ditions, les déplacements de la transaminase gluta- 
mique oxalo-acétique (GOT) sont encore moms si- 
gnificatifs. Les auteurs parviennent 4 la conclusion 
que des augmentations de la néoglycogénése provo- 
quée par les stéroides ne sont nécessairement pas 
accompagnées par des augmentations d’activités 
transaminasiques dans le foie. 


SUMMARY 


Transaminase activities of the liver and glyconeogenesis 
induced by alyco-active steroids. 


The problem concerning the significance of the 
variations in transaminase activities of the liver 
during glyconeogenesis induced by glyco-active 
steroids is discussed on the bases of other Authors’ 
data and of personal investigations. From a general 
point of view, the highest increase in transaminase 
activity were observed for glutamic-pyruvic transa- 
minase (GPT) and following prolonged treatment 
with high doses of steroids.. In acute experiments, 
more suitable for the demonstration of glycoacti- 
vity, a conspicuous deposition of glycogen in the 
liver can be seen, while the levels of GPT are 
only slightly increased (healthy rats) or even subnor- 
mal (adrenectomized rats). The variations of glutamic- 
-oxaloacetic transaminase (GOT) in these conditions 
are even less significant. It is concluded that the 
increase in glyconeogenesis induced by steroids is 
not necessarily accompanied by an increase in tran- 
saminase activities of the liver. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Transaminasiscke Aktivitéten der Leber und Glykoneo- 
genesis durch glykoaktive Steroide. 


Auf Basis von Angaben anderer Autoren und 
pers6nlichen Erfahrungen, wird das Problem der 
Bedeutung der Veranderungen der transaminasischen 
Leberaktivititen wahrend der durch glykoaktive 
Steroide verursachten Glykoneogenesis gepriift. Im 
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Allgemeinen, wurden die wesentlicheren Zunahmen 
der transaminasischen Aktivitat bei der Glutamin- 
-brenztraubensaure-transaminase (GBT) und nach lang 
fortgesetzter Behandlung mit hohen Dosen von 
Steroiden beobachtet. Bei akuten Versuchen, die 
geeigneter zum Beweis der Glykoaktivitat sind, 
erhalt man sehr reiche Ablagerungen von Glykogen 
in der Leber und nur bescheidene Zunahme der 
GBT (bei nicht operierten Ratten), oder sogar 
unternormale Niveaus dieses Enzymes (bei nebennie- 
renektomisierten Ratten). Noch weniger bedeutend 
sind, unter diesen Bedingungen, die Veranderungen 
der Glutamin-oxalessigsaure-transaminase (GOT). 
Man kommt infolgedessen zu der Schlussfolgerung, 
dass die Zunahme der durch Steroide verursachten 
Glykoneogenesis nicht unbedingt von der Zunahme 
der transaminasischen Leberaktivitat beglcitet wird. 


RESUMEN 


Actividades transamindsicas del higado y gliconeogénesis 
por esteroides gliceactivos. 


En base a los datos suministrados por otros autores 
y a experiencias personales, los AA. examinan el 
problema del significado de las variaciones de las 
actividades transaminasicas del higado durante la 
gliconeogénesis determinada con esteroides glicoacti- 
vos. En general, los aumentos mas significativos de 
actividad transaminasica han sido registrados por la 
glutamico-pirtivico-transaminasa (GPT) y con largos 
tratamientos de esteroides en dosis altas. En experi- 
mentos agudos, mas apropiados para la demostracién 
de la glucoactividad, se registran cospicuos depésitos 
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de glicdgeno en el higado y sdlo pequefios aumentos 
de la GPT (ratas integras) o directamente niveles 
inferiores a la media normal de Ja GPT (ratas suprarre- 
nalectomizadas). Aun menos significativos, en estas 
condiciones, los desplazamientos de la glutamico- 
-oxalacético-transaminasa (GOT). Los AA. Ilegan a 
la conclusién de que los aumentos de la gliconeo- 
génesis determinada por los esteroides no se acom- 
pafian necesariamente con aumentos de las actividades 
transaminisicas en el higado. 
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